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第 2節 In situハイプリダイゼーション法による
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Fig. 1 Lifc cyclc of A.catcnclla and A.t.amarcnsc. L∞P 1 shows Lhc ascxual Jife cycJe. 










が決定された (Staingerand M侃 S01Jp，1990)。現有本絹は20種以上から構成さ
れている(Ba1ech，1985、Yukiand Fukuyo， 1992)。そのうち我が問では、A.
affine， A. cateneJJa， A. tamarense， A. frate陀ul凶， A. peruviana， A. c，仰Jpressa，A. 
cohortiωla， A. lee， A. insuetum， A. satoanumとA.pseudogonyaulaxの11特の発





代，1980)。そのうち、A.catenella(WHEDON et KOFOID)BALECHは、 1936年に
初めて穐として記載され、その後北米カリフォルニア治J~~の 15イヒH との関述が
明らかとされて以来、アメリカ阿海J~:のみならず、テリ Ih部、市アフリ










al.， 1990)さらにフィリピンやタイ(Fukuyoel al.， 1988)と非常に広い分布域を持
























あり、この結果正常な F1， F 2が得られるかどうかが柏品別の大きな判断基準
となっている (Ichimura，1985、市村，1986)。ヘテロタリックなイf性生殖を示す
ij心2机についても、日本産株について交配による接合能の有無により種の識















較なとが仏く行われている 。 Alexandrium~~ においては、 1984年以降Taylor と
CembellaあるいはSakoらがA.tamaren児 / catenella抜介群について、Hayhomeらが
A. tama陀nse，A. fundyenseとA.affineについて醇本多別による解析を行ってい







分類の試みも古くから多くなされている(Alamel al..1979、Oshimaet al.， 1982、







ている(Laneet al.， 1985， Olsen et al.， 1994)。本1・4、政.類については、 Deslombeらが
1 992年にカナダ産A.tama陀nseとA.excavatumの 18 S rDNAの忠広配列を明
らかにし本2穂の比較について報;13aしたのをは しめとして、 1 993年には























第 2 章 分子生物学的千法によるイj'15HA鞭毛泌
Alexandrjum~の分子分類
























ている(Wardet al. 1992， Olsen et al.， 1994)0 J'~級生物のrDNAは、 16S-likerDNA， 
5.8S rDNAおよび28SrDNAがタンデムに配但し、 lつの転写ユニットを形成し
これが核内に数百コピー以 t存花すると言われている。これらの遺伝子問には
転写される内部スペーサー(IntemalTranscribed Spacerl &2， JTS 1&2)がイF布す





るために応用されてきた(Peeret aJ.， 1993)0 しかし、 16S-1ikerDNAの塩基配列
は、比較的その保存性がおく生物の"門"から"属"レベルでの比較に多用さ
れているが、それ以ドのレベルの系統|泊係を解析するにはその分岐皮が十分で











16S likc rDNA 
3・rcgion
16S-1ikc rDNA 5.8S rDNA 28S rDNA 
ITS 1 ITS 2 
5.8S rDNA 





Bakker et al.， 1992、K∞istraet al.， 1992、0'Donnell， 1992、Colemanet al.， 1994)。
そこで乍-f;'は、 28SrDNAよりもさらにその分岐皮が大きいと批;とされている





































Table 1. Ust of stralns 
Stralns Abbrevlatlon Mating type 
Alexandrium catenella TN7(Tanabe Bay， Japan， 1987) TNY7 
A. catenella TN9(Tanabe Bay， Japan， 1987) TNX9 + 
A. catenella TN10(Tanabe Bay， Japan， 1987) TNY10 
A catenella TN11 (Tanabe Bay， Japan， 1987) TNY11 
A catenella TN12(Tanabe Bay， Japan， 1987) TNX12 + 
A. catenella TN16(Tanabe Bay， Japan， 1987) TNY16 
A. catenella TN22(Tanabe Bay， Japan， 1987) TNX22 + 
A. catenella OFY071 (Ofunato Bay， Japan， 1988) OFY071 
A. catenella OFX072(Ofunato Bay， Japan， 1988) OFX072 + 
A. catenella OFY101(Ofunato Bay， Japan， 1988) OFY101 
A. catenella OFX1 02(Ofunato Bay， Japan， 1988) OFX102 + 
A catenella Ml7(Hanma Nada， Japan) MI7 
A catenella ko・3(Ura nouchl Bay， Japan， 1 988) ko・3
A. catenella Y-2(Yamakawa Bay， Japan， 1988) Y-2 
A. catenella w・7(HanmaNada， Japan) W・7
A catenella F+27(Ha付maNada， Japan) F+27 
A. catenella F・77(HanmaNada， Japan) F・77
A tamarense OF031 (Ofunato Bay， Japan，1988) OFY031 
A tamarense OF034(Ofunato Bay， Japan， 1988) OFX034 + 
A ta庁larense OF041 (Ofunato Bay， Japan， 1988) OFY041 
A. tamarense OF045(Ofunato Bay， Japan， 1988) OFY045 
A. tamarense OFOS1(Ofunato Bay， Japan， 1984) OFXOS1 + 
A tamarense OF054(Ofunato Bay， Japan， 1984) OFY054 
A tamarense OF1 51 (Ofunato Bay， Japan， 1984) OFX151 + 
A tamarense OF1 S2(Ofunato Bay， Japan， 1984) OFY152 
A. tamarense OF161(Ofunato Bay， Japan， 1984) OFY161 
A. tamarense OF162(Ofunato Bay， Japan， 1984) OFX162 + 
A. tamarense OF181 (Ofunato Bay， Japan， 1984) OFX181 + 
A tamarense OF184(Ofunato Bay， Japan， 1984) OFY184 
A tamarense OF191 (Ofunato Bay， Japan， 1984) OFX191 + 
A tamarense OF192(Ofunato Bay， Japan， 1984) OFY192 
A tamarense OK875・1(Oklral Bay， Japan， 1987) OK875・1
A ta庁larense OK875・6(OklralBay， Japan， 1987) OK875・6
A. tamarense At304A(Mikawa Bay， Japan， 1991) At304A 
A tamarense At503A-A(Mlkawa Bay， Japan， 1993) At503A-A 
A tamarense FK・788(FunkaBay， Japan， 1978) FK・788
A tamarense HIAI(Hlroshlma Bay， Japan， 1992) HIAI 
A tamarense Hl38(Hlroshlma Bay， Japan， 1992) HI38 
A. tamarense AT4(Hanma Nada， Japan， 1982) AT4 
1 0 
T able 1. coninued 
Strai問
Alexandnum tamarense WKS・1(Kushlmoto， Japan) 
A. tamarense PE1 V(VlgO， Spain) 
A. tamarense PW06(Araska， U.S. A.) 
A. tamarense GTLJ21 (Monches Bay， U.S. A， 1981) 
A. catenella BGT1 (Russlan Rrver， U.S. A ， 1988) 
A. fundyense GTCA29(Gulf of Maine， U.S. A.， 1985) 
A. tamarense CU・1(Gulf of Thailand， Thalland) 
A. tamarense CU-1 3(Gulf of Thailand， Thalland) 
A. tamarense CU・1S(Gulf of Thailand， Thalland) 
A. cohorticula CU・8(Gulfof Thailand， Thalland) 
A. cohorticula CU-11 (Gulf of Thailand， Thalland) 
A. cohorticula MMBS881 1・1(Sagaml Bay， Japan， 1988) 
A. affme (Hanma Nada， Japan， 1980) 
A. lusitanicum (Vigo， Spain) 
A. msuetum (Shoudoshima， Japan， 1985) 
A. pseudogonyaulax (Hanma Nada， Japan， 1982) 














A. catenellaアr722・3(F 1 straln obtalned from TNY7 and TNX22) TI722・3
Prorocentrum mlcans (Harima Nada， Japan， 1978) 
Amphldinium carterae (Muroto， Japan， 1987) 
Heterocapsa triquetra (Hanma Nada， Japan， 1982) 
Gymnodmlum mlklmotol G303・ax2(Suo Nada， Japan， 1982) 
Pendinlum cunningtonll PC6 
Crypthecodinium cohnil ATCC 30021 
Chattonella marina NIES-118 (Harima Nada， Japan， 1982) 




















Table 2 . Composition of 5wllm medium 
Ingredlent 
KN03 




Na 2 -glycerophosphate 10.5 mg 
Fe(as fe EDTA) 0.5mg 
VitamlO B 1 2 0.6μ9 
Biotir、 1.0μ9 
Thiamlne 0.1 mg 
Tris 1.0g 
Soil extract 30ml 










O"Cにて標準椛益条件下 (14Light:1 0 











Fig.3 Diffcrcntial tntcrfcrcn∞microscopical 
photographs of a Japancse strain of A uunarcnse 
OFXI51(A). a Thai suain of A. tamarcnscCU-13(s) 




v'egetative cels of Alexandnum 
rωnd to a powder In liquid nltrogen 
ysed meれract凶f.(1%Sa陀osyt，0.25Msucrose， 50mMNaα. 
20m MEDTA， 50m M Tns) at 65't for 30mln. 
，d RNase (100μg/ml) and附 ubatedat 37'(: for 1 h.
xtr司ctedprotelns Wlth phenol/chlorofom、
ntrifuged 1 5，000r.p.m. for 20mln. 
)(tracted protelns糊 thpher叫/chloroform
ntnfuged 1 5，000r.p.m.for 20m，n 
，)(tr百ctedprotelns糊 thchloroform 
;entrifuged 2，00C片.p.m.for 10mln. 
りed3MCH3COONa(1 /1 Ovol.) and 2-pr叩 anol(3/5vol.)
Issolved inωTE(2SmMTris.10mMEOTA) 
'added ProtelnaseK(1 00μg/ml) and mcubaωd at 37"C for 1 h.
xtracted protelns糊 thphenol/chloroform 
entrifuged 1 5，000 r.p.m. for10mln 
added 3MCH3COONa and added 2 propar叫
，dONA糊 thgrass r吋 s
shed with 70%台OH
15回 Ived，nto TE加 fer
，dded CTAB釦1.(0.8MNaCI，50mMfDTA，刊にTAB，O.1%505
extracted wlth chlorofぴm and centnfuged at 3，000r.p.m. 
recipitated糊 thEtOH(2vol.) 
olssolved Into TE 
Total ONA sample 





















のDNAtJ11¥buffer(l % Sarkosyl， 0.25Mシュークロース， 50mM NaCI， 20mM EDTA 
(pH8.0)， 50mM Tris-HCl (pH8.0)と10mMメルカプトエタノールJ を加え、この
懸濁液をよく撹作したのち、これを 65'Cにて 30分間{料品した。さ らに、そ
の添液に対して常法によりフェノール・クロロホルムにつづいてク口口ホルム
処珂aを行って、安白質を変性・除去した(Sambr∞k，1989)0 ~~~られた水j刊につ
いて 37Cにて 1時II¥JRNaseA(lα)μg/mL)処珂を行った後に、 O. 6供託の
2ー プロパノールにより紘般を沈殿させた。これをパスツールピペットにてま
きとり風乾した後に、 l∞μg/mLのProteinaseKを合むTEbuffer(50mM Tris (pH 




mM Tris(pH 8.0)， 1 mM EDTA(pH 8.0))lmLに溶解したof!jられた全DNAi符液は
1 3 






3. P C R法による rDNA断片の明特
本属藻類の5.8SrDNAと隣接するπs領域を合むDNA断片を得るために、本
属8菜類の令DNAを鈎刷として月]いて、 PC R (polyrnelase chain reacuon)法によ
りその増制を行った。データベースより渦鞭宅藻3程を合む 30穐のI-=.物の16










2.5 U Taq polymerase (Kurabo社製)， 10mM dATP， dCfP， dGTP， dTTP， lX添付
reaction buffer， 2mM MgCh， 10・1(即時の全DNAに1∞pmolの 2種のPCRプラ
イマーからなる。 PCRの反応条件は、 9-1 't 1分、 55't 2分、 72't 3 
分にて25サイクルノド反応を行い蚊終サイクル終了後、さらに72 'tにて7分
反応させたo P C R増申日産物はクロロホルム処J.=IP.を経てエタノール沈殿を行
い、符られた沈殿をTEbuferに懸濁し、 -20'tにて保存したo
4. P C R~幅産物の制限隣素断片長多型~(RFLP)測定法
P C R1M~:~産物を FMC社製SeaPlaqueGTGアガロースゲル(1.5%)を用いて、






























cr AB， 0.5M NaCl)を用いて精製した。これを、 ABI社製シークエンサ-373Aを
用いて電気泳動を行ない、その塩法配列を決定したo f!?られた塩悲配列は、 "-







like rDNAとITSl，ITS 1と5.8SrDNA. 5.8S rDNAとITS2そしてITS2と28SrDNA 
の境界部位を決定した。得られた各株の泡基配列について、ぶ大JIl!.学部分子進
化学教室の大別d算機を用いて、マルチプルアライアメントを行った。さら












Vt~! として、 ITSA プライマーと ITS Bプライマーを用いて PCR法によりITS
と5.8SrDNA領域の明帽を試みた結果、すべての株についてそのm崎産物が得





県大船渡湾. 1措Ii~灘，高知県浦ノ内汚そして鹿児島県山川汚~A. catenella 9株







た。 A.affine， A. InsuetumおよびA.pseudogonyaulaxのそれは瓦いに異なり、さ
らに前述の3パターンとは明確に反別できたo
Fig.5 Amplificd producLS of internal transcribcd 
spacer and 5.8S rDNA rcgion from fivc spccics of 
Alcxandrium(A) and digcstion of the PCR prωUCL~ 
using AluI(B)， Rsa I(C)， MvaJ(D). and NdcI(E). Lanc 
p， 1∞base pair laddcr markcrs; Lane 1， A. catcnclla 
TNYl1; Lane 2， A. calcnclla TNX 12; Lanc 3， A. 
catcncJJa TNX22; Lanc 4， A. catenella OFX072; Lanc 
5， A. catenella OFYI0l; Lanc 6， A. calcnclla OFX 102; 
Lanc 7， A. cateneJJa M7; Lane 8. A. calenclla ko・3;
Lane 9， A. catenclla Y -2; Lane 10， A. Ulmarcnsc 
OFX 151; Lane 11; A. tamarcnsc OFX 181; Lanc 12， 
A. tamarense OFχ191; Lanc 13， A. tamarcnsc FK・78
8; Lane 14， A. tamarensc OK875・1;Lane 15， A. 
臼marenseOK875-6; Lanc 16. A.臼marcnseHJAI; 
Lanc 17， A. tamarcnsc HI38; Lane 18. A. tamarensc 
AT4; Lane 19. A. tamarcnsc AT63I; Lanc 20， A. 
tamarense WKS-l; Lanc 21， A. affinc; Lanc 22， A. 












がほぼ a致したo A. insuetumやA.pseudogonyauJax株のそれは可.いに異なり、前
述の3つのパタ ーンとも異なっていた。






( 1) A. cateneJJaタイプ; ( 2) A. tamarenseタイプ; (3) WK S -1タイ
















の比較を試みた。まず、 AJexandrium6種25 株の PCRtM~I~産物をすべてク
ローニングした後に、各株についてランダムに6-7クローンを選択しその泊
分塩基配列の決定を行った結果、円本産とアメリカpf:A. tamarense株9株とアメ

















Table 3. Dlslance values bet~een 1TS and ~.8S rDNA sequences o[ 11‘lralns of Alexandrlum 
2. 3. 4. 5. 6. '7. 8. 9. 10. 11. 
1. A. ulm/t r('nse OF'X 191・1 0.004 0.006 0.039 0.217 0.717 0.770 0.198 0.391 0.373 0.379 
7. A. tamarense PW06 0.010 0.043 0.217 0.217 0.210 0.198 0.398 0.323 0.379 
3. A. fundy('nse GtCA29-1 0.045 0.220 0.220 0.'" 0.701 0.398 0.379 0.336 
4. A. Cdmarense OfX191-2 0.236 0.'47 O.'~O 0.'28 0.4i8 0.348 0.351 
5. A. c"，cenelJa TNYll 0.006 C.008 0.180 0.398 0.342 0.342 
6. A. c/ttp.nella OfXI02 0.002 0.178 0.401 0 . 34~ 0.)4~ 
7. A. cacenella Y-2 0.180 0.405 0.345 0.345 
8. A. t"IMrense WKS-l 0.361 0.299 0.299 
9. A. c"I!ldrense CU・15 0.320 0.323 
10. A. ，((1 ne 0.010 
11. A. c"m"rense CU-l 
19 
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CCATGT' ;" C~CCTGGGCTGTGTGACTTG*' ・ TTTTCCAATCATGCGTTATGCA'l'TGCATAAACAAGTTTGGTAAAC':'GAGTGG 決 *TGCTGTCTTTGTG * TACGATG





CCATGT*" GTCCTGGCCTGTGTGACTTG'実 'TTTTGCAATCATGCGTTATGCATTGCAτAAACAAGTTTGGTAAACTGAGTGG‘*7GCTGTGTTTGTG怠 TACGATG
CCATGT" 'GTCCTGGGCTGTGTGACTτG' * 'TTTTGCAATCATGCGTTATGCA TlGCAT r，AACAAGTTTGGT AAACTGAGTGG * •TGCTGTGTτTGTG‘TACGCTG 
CCATGT*" GTCCTGGGCTGTGTGACTTG穐 *'TTTTGCAATCATGCGTTATGCAτTGCATAAACAAGTTTGGTAAACTGAGTGG**TGCTGTGTTTGTG*TACGATG
CCATGT*"GTCCTGGGCTGTGTGACTTG*禽 *TTTTGCAATCATGCGTTATGCATTGCATAAACAAGTTTGGTAAACTGAGTGG*'TGCTGTGTTTGTG'TACGATG
CCATG'r膚・ *GTCCTGGGCτGTGTGAC7TG寛賞 ‘ TTTTGCAATCATGCGTTATGCATTCCATAAACAAGTTTGGTAAACTGAGTGG合 *TGCTGTGTTTGTG*TACGATG
ACATGT"'GCCCTGGGCTATGTGACTTG定禽 'TTTTGCAAACATTCGTTATGCATTGCATAAACAAGTTTGGTAAACTGAGTGG'*TGCTGTGTTTGTG合TACGATG








GCACTT " 会 GCCCTGGGCAGCATGA~TTG 実 "TTTTTCAAGCATGTGTGCTGTAGCGTGT 官GATGTGTTGTGTAAACTGTTTGC' 合ATGTCTCTAGTTGCTGCAACA
GCACTT'‘'GCCCTGGGCAGCATGATTTG寓震実TτTTTCAAGCATGTGTGCTGTAGCGTGT'GATGTGTTGTG7AAACTGTTTGC"ATTTATCTAGTTGCTGCAACA









Fig. 6 a Continued. 
l A.tamarense OK875-}-1 
2 A.tamarense FK-788-1 
3 A.camarense OFX191-1 
4 A.tamarense 304A-l 
5 A.tamarense AT4幽 1
6 A.tamarense H1AI-l 
7 A.tamarense HI38-i 
8 A.rυndyense_GtCA29-1 
9 A.tamarense OFX151-1 
10 A.tamarense PW06・1
11 A.tamarense 503A-A-~ 
12 A. Camarense FK->'88-2 
13 A.Camarense OK875-1-2 
14 A.tamarense AT4-2 
15 A.fundyense_GtCA29幽 2
16 A.camarense HIAl-2 
17 A.tamarense OfX 9，-2 
18 A.tamarense H!38・2
19 A.tamarense 304A-2 
20 A.camarense 503A-A-2 
21 A.catenel1a ~n 
22 A.cacerel1a TNYll 
23 A.catenella OFX102 
24 A. catenella Y-2 
25 A.catenel1a OFY101 
26 A.catenella ko-3 
27 A.catenella TNX22 
28 A.tamarenseωKS-l 
29 A.affine 
30 A.tamarense CU1-l 
31 A.tamarense CU-15 
30 60 
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GCTAACAGATGTTTGAATGTT' ACTTGTGCC *TTTGGGATATTCTTGAAGGTTT GCTT*GATTCAATGCCAATT 
GCTAACAGATGTTTGAATGTT'AC!TG7GCC'TTTGGGA7AT7CでTGAAGGTTTGCTT'GAτTCAATGCCAAT!
GCTAACAGATGTTTGAATGTT'ACTτGτGCC'ττTGGGGTATTCTTGAAGGTTTGCTT'GATTCAAてGCCAA7τ
GCTAACAGATGTTTGAATGTT'ACTTG7GCC‘TTTGGGATATTCTTGAAGGTTτGCTT'GATTCAATGCCAATT G~1AA~AGATGTTTGAAでGTT*ACTτGTGCC'TTTGGGAτATTCTTGAAGGTTTGCTT ' GATTCAATGCCAATT
GCTAArAGATGTTTGAATGTT'ACTTGTGCC'TTTGGGATATTCTTGAAGGTTTGCTT'GATTCAATGCCAATT 



























Fig. 6 bConunued. 
30 60 90 
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1 A.tamarense 304A-1 ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGATGAAGAATGCAGC'AAAATGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 2 A.tamarense AT4-1 ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGATGAAGAATGCAGC* AAAATGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCC TGA 3 A.tamarense HIAI-l ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGAでGAAGAATGCAGC'AAAATGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA4 A.tamarense OK875-1-1 ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGATGAAGAATGCAGC'AAAAτGCA7TATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 5 A.camarense FK-788争 1 ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGATGAAGAATGCAGC.AAAATGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 6 A.Camarense OFX191・1 ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGATGAAGAATGCAGC'AAAATGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 7 A.tamorense HI38晴、 ATTATGT'iTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAA T AAA TGATGAAGAATGCAGC' AAAAτGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 8 A.fundyense_GtCA29-~ ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAAAGATGAAGAAでGCAGC傘AACATGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA9 A.camarense OFX151-1 ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGATGAAGAATGCAGC'AAAATGCAT吊 ATGCATTG: 'GAATTGCAGAATTCCGTGA 10 A.camarense PW06-1 ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGATGAAGAATGCAGC‘AAAATGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 11 A.camarensc 503A-A-1 ATTATGTTTTGCAAAGAATGTTTTAGTTCAATAAATGATGAAGAATGCAGC‘AAAATGCATTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 12 A.camarense FK-788-2 ATTAGGTTTTGCAACGAATGTTTTAGTTCAATACATGATGAATAATGCAGG*ACAATGCAGTATGCATTG1'GAATTGCAGAATTCCGTGA 13 A.camarense OK875-1-2 ATTAGGTTTTGCAACGAATGTTTTAGTTCAATACATGATGAATAATGCAGG'ACAATGCAGTAiGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 14 A.tamarense AT4・2 ATTAGGT~TTGCAACGAATGTTTTAGTTCAATACATGATGAATAATGCAGG ' ACAATGCAGTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 15 A.fundyense_GtCA29信 2 ATTAGGTTTTGCAACGAATGTTTTAGTTCAATACATGATGAATAATGCAGG'ACAATGCAGTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 16 A.tamarense HI38・2 ATTAGGTTTTGCAACGCATGTTTTAGTTCAATACATGATGAATAATGCAGG.ACAATGCAGTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 17 A.tamarense HIAI-2 ATTAGGTTTTGCAACGAATGTTTTAGTTCAATACATGAiGAATAATGCAGG'ACAATGCAGTATGCATTGTGAATTGCAGAATTCCGTGA 18 A.comorense 304A-2 
19 A.camarense 503A-A-2 
20 A.catenella MI7 
21 A.catenel1a TNYll 
22 A.catenella OFX102 
23 A.catenel1a Y-2 
24 A.catenel1a OFYI01 
25 A.catenel1a ko-3 
26 A.catenella TNX22 
27 A.tamarense CU-15 
28 A.affine 




























.;50 .;60 510 540 令 .ム。 ゅー ・. . • •• ~.... I .... . ..，.. "! ...，... '!"... ，. .  ...，... -•.• ，. . . ，_.. .， • •• ~ ...，....‘....， '" .・....，....ゅ..， ••• 
AGCTGC-TTTGCAACCTAAACATGGT7GA~TGGGGGCAAACTTGTTTCG:CAτGTGCTGGTïGCTGTTTTGIAAAATGTGAACAACTG ‘ AGACAAGCTGAAGACTTGCATATG 
AGCTGC' '!TTGCA1'，CCT AAAC ATGGT:GATTGGGGGCAAl，CTTGTTTC GTCAT GTGCTGGTTGCTGTTTTG T AAAATGTGAACAACTG‘AGACAAGCTGAAGACTTGCATATG 





























Fig. 6 c Continued 
l A.tamacensc OK875-1-1 
2 A.camarense FK-788-1 
3 A.camacensc OFX191-1 
4 A.tdmarcnsc 304A-1 
5 A.tamarcnse AT4-1 
6 A.tamaccnsc H:AI-l 
7 A.camarcnse HI38-1 
8 A.fundycnse_GtCA29-1 
9 A.Camarense OFX151-1 
10 A.camarense PW06-1 
11 A.tamarense 503A-A-1 
12 A.camarense FK-788-2 
13 A.tamarense OK875-1-2 
H λ • Camarense AT4・2
， ; A.fundyensc_GtCA29-2 ‘・，
360 390 420 






































































21. A.c:sr，開 ell.MI7 
22. A.ωrenell. TNY11 
23. A.c.reneIlB OFX102 
24. A.ωrenell. Y-2 
25. A.ωrenell. OFY101 
26. A.csrenellB ko・3
27. A.cBrenell. TNX22 
28. A.rBmBrense WKS-1 














3. A.romorense OFX191-1 
4. A.romBr，開 se304A-1 
5. A.romoren.e AT4-1 
6. A.romarense HIAI・1
11. A.tamarense 503A・A・1
7. A.ramBrense H138-1 
Flg. 7 Molecular phylogenetic tree Inferred from Internal transcnbed spacers and 
5.85 rDNA In Alexandrium specles by means of a nelghbor JOlnlng method. 
その私果、アメリカ・アラスカ産A u1marenseとメインr;PITA fundyense株をは
じめとして、 r1本各地北海道噴火汚，おf.県大船波7fJ，向感存来湾，愛知県三
iuJ1fj， t需Hf灘そして広島湾より分離されたAtamarense林は lつのプランチ (A.












大きな偵を示した。また、タイ陀A tamarense CU- 1株は、日本芹~A affine，{t，f(とI"J
-プランチを形成することも明らかとなった。本領域をJfJいでA insuetumや A
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)i、AJexandrium属6称30株はすべてその長さが約61 0 b pであり、穂問・
科内レベルにおいて長さの多理!は見られなかったo このように、 A/exandrium
M各殺悶においてみ;領域の長さが保存的であったことから、本紙6特は進化的
に近縁である uJ能↑1.が/示唆された。また全長61 0 b pのうち、 16S-1ikerDNA 
の3'ぷ端と28SrDNAの5'末端部付:を除いた5.8SrDNAとITS領域の長さは
約 52 0 b pであった(Table4)。これは、今までに報告されているAJexandrium
属以外の他'1 '物の本~!l.t.或の長き (Bakkeret al.， 1992)と比較して、鼠-も知いものの
lつであった。
γable 4. Length polymorphlsm among 5 specles of Alexandrium.n IT$ 
and 5.85 rDNA reglons 
IT$ 1 (bp) 5.85 rONA (bp) IT52 (bp) Totallength (bp) 
A. catene/lo 166 160 192 518 
A. tamarense 165 160 197 522 
A affme 173 159 203 535 
A. pseudogonysulax 可84 161 、73 518 
A.lnsuetum 189 159 184 532 















を行い、 A司~!のrRNAの転'ヅを研f認したが、 B 't~1 のそれを確認できなかったこと
により、 BJt~は偽造伝子(pseudogene)ではないかと考然している。 -)j、本研
究において解析したITS領域にも 2杭の遺伝rがイfイlしており、これらは彼ら
のA)l~! と B引退伝子に l 対 1 に対応している可能性がJωE と忠われる。 1 )\~!と
2 君!!の iS伝子問での庖)~ir.:換を検討した結果、 ITSl領域の約 180 塩JL1114Rd
基で、 ITS2領域の約200塩法It15境基で置換が起こっているのに対して、
5.8S rDNA 1 6 0海基中 11 J.:¥i)主で舟換が起こっていることが明らかとなり、
5.8S rDNA領域内での lサイトあたりの両遺伝子問での弘法問換率は、 ITS領域
におけるそれの約2倍であることが明らかとなっ t:.o さらに、他生物の5.8S




























本産A.tamarenseとrl) .のITSタイプをぶした。 Scholinand Anderson(l993)も、 28
SrDNAをJlJいてその分 [-1;注目IJを行い、本株はA.tamarenseタイプと同一の泣伝










株より令蛍 (1 1'1 を ~IIIIIII し、 SDS・ポリアクリルアミドゲル屯μ泳動 (SDS-PAGE)
分析を行って総袋1'11のパターンを他のA.tamarense株と比i絞したところ、これ





































Gessneげum~k誌に属するとしている。これら 2 析は、形態的に非'JR に何百イ以して
おり、その微細!な特徴により分類されており (Yukiand Fukuyo， 1992)、その品
別は悶難であるとされている。今向、本 2 殺を ITS~JU& をJlJいてゆj研1・に識別す



























































A. tamarense AGTGG--TGCTGTGTTTGTG-TACGATG 
A. catenella TTTGC--ATTTCTCTAGTTGCTGCAACA 
A. affine ATTGCTAATGTGCTTGACTTTTACATGT 
A. pseudogonyaulax GCTGCTGCCGCATGCGAATTGTAAAATT 
A. insuetum TGTTCGTTCTTTGCTTGAAAATTGAATG 


















Ta凶eS. lhe numbers of dlfferent nucleotides 抑制19
Alexan<方iumゅecleSInめe3・reg防nof ITS 1 (base 149・177)
2. 3. 4. S. 6. 
1 . A.tamarense 1S lS 16 lS 18 
2. A. catenella 13 17 14 18 
3 A. affiM 13 19 18 
4. A. pseudogonyau伺X 17 18 
S. A. Insuetum 18 

















n.，cd wlt川 pardformaすhydc'5X PBS for 20 nUfi 
dehydralecl wllh Clh.'1101 ~rÎcs(Sび16. llTUl1.. 8びめ llTUl1.)
drlcd up lIslng asplralor 
In叫E
0.1%川s郎 1%叩C口r附山'ffor 8 n附;lIn
addcd h) brldlntloll bllffcr('iX SSC) conlaining labelcd probes 
.¥od mC'ub.1I臥1.11 I()() C for j mim. 
t 
1m ub.'lled 01 Ifc for 3 n1Io. aod inれJbaledal 20・Cfor 1 h 
『、，¥¥hed¥¥lIh o;¥.<iSc. .1120 'C(fo[' CCAl下1・F)or <;0 'C(for CT八、rn・f)
for IOmJn. for 1¥¥0 1m時 S















させたo その後、 CTAB溶液(1% CT AB， 0.1 % SOS， O.8M r、~aCl， 50mM EDT A)4∞ 
fJ. しを加え 65"Cにて 8分処理した後、遠心分離(5，α)()g，1分)して上消を除










いた 5種の界面活性剤は、 TritonX・100，Nonidet P-40， Sodium dodecyl 
sulfate(SOS)， SaponinそしてCTABである。












I( 1.4 U/11 L， Sigma)、RNaseA(20 
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Fig. 11 Sμcies sμcific amplificalIon signals wi山A.catCI官lIas戸cificprimcr 
CA TF1 (A) or A. tamarensc spccific pri町町T八MF1(B) and ITS 2. 
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• R制 ctlVltyWI$括.y阿 W咽w・仰引叫暗記entmに聞記。阿.
4ト， I.beledc・1$，'. n町、I.b・oedc副除
Fig.12 lnsitu hybridJ7.ation of A. tamarenscFK.788 (A. B)釦 d
A.ωt∞clla OFY 101 (C， 0) usmg a CCATF1・ドprobe.η、cα115













































第 3 1?t モノクローナル抗体によるAlexandrium属深類識
別j
緒 I J 








































Fig. 13 Schematic presentation of lhc in ~Iivo 








saJmonid viruses(Kamei el 
al. ， 19切)，細閣では~品i
)J.凶i有Streptcocculi
属(Katoet al.， 1986. Ota et 
aJ.，1987)や魚病以閃-的
Edward~宮iel/aictaruri 
(Plumb et aJ. ， 1988) ， 大J~t.!
海8菜類では褐藻Fucus
serratus (Jones et al.， 1985 
)やMacrocystis





芳i(Nagasakiet aJ.， 1991， 























































(1 2)瀬戸内海小夜鳥内海汚より古松氏により 1985{J・に分離され、分I~ して頂い
た後、当研究需にてクローン・無菌化したA.insuetum株。
(13)D. M. Anderson氏に分譲していただいたアメリカ・アラスカ産A.tama月nse
PW06株，カリフォ jレニア産A.cateneJJa BGTl，メイン汚InA.fundyem叩 GTCA29
，モリチェス的産A.tamarense GTU21株。これらの株は、ノド仰f究宅でクローン
化した。
(14)8. Reguera氏より分譲していただいたスペイン・ピゴ一死A.tamarense PE 1 V 
株で、当研究~にてクローン・無関化した。
会ての株の椛養には、 SWIIm~地(Table 2，第 2 市)を川い、北海道I~t火尚昆
および岩手県大船渡的陀株については 15tにて、他の株については 20tに
て襟唯培養条件下 (14Light: lODark， 1∞mol photons m・2S-I)てず静l買収益を行つ
た。
2免疫と細胞融合














Table 9. C加、poSltionof R剛 11640med，um 
Ingredient Cα、centration(l450ml)
4.68 9 RPMI1640 (NISSUI) 
株、
0.9 9 NaHC03 
49.5 mg Sod，um pyruvate 
30"EtoH 


















ppt • u p 
450ml O'stllled water 
守司.
'-0 
体外免疫法(invitro immunizatton method) 
BossのJiiE(1984)にしたがって、 BALB/ccrsl日マウス 5迎令♀よりその脚.細
胞を取り出し洗浄後、 2mM2メルカプトエタノ ールを合む lOmLのRPMll
640府地中にその牌細胞を懸濁し、 2つの滅的シャーレに分注し、ここに免役
情強剤としてムラミル・ジペプタイド20 0 IL g争各シャ・レに加えよく悦は
んした。抗原としては、 TNX22，OFXI02， OFX151とCU・15林について、 IJ:.体免
技法と同様に，V成分を打1.'I ~ 
除去した後に 50 




















Culture for 4days in RPMI1640 medium/20%FCS/SOμM2・Mf.






























Fla. 14 Prrp・ratlon 
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T i m e (d a y s) 
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Fia. 15AnllÞc加d~ 1町 ofw問問mfromm。叫eunmunil.ed A.白血nc/l.Oトて)(102
<!_urlJllt l)官仰向、dof unmunI1.ti開 ー
。 th~mOIL<e "'&$ immuniud on山柑dl)'s. sel. were upped何伽切d・H
'ω、d・y33.~~dl}s ・flttthe ISI i吋cction.spleenI)mph侃 )'ICSf""" lh~ mou-e 
WC問 fu<ωw仙 m~el(lm・ cells
45 










地を用いて37 oC， 5 % C 0 2条件下で培養し、対数増殖後期における細胞を調
製した。このミエローマ細胞と牌細胞を血球算定盤上で計数した後、 1: 1 0 
の比で混合し 50%ポリエチレングリコール#2，∞0存在下で約2分間緩やか
に撹はんしながら細胞融合を行わせた。次に、 Hiroishiらの方法(1988)に従って




Hypoxanthine 2.72 mg 






































































Table 11. Comparison 01 in vivo and in vitro immunization protocols 
ImmunizatJon Immunization No.of growth positive wells No.ofs問cific
meth吋s dosage NO.of total test凶 wells antibodies posト
(protein μ9) tlve wells(by IFA) 
In vivo 6S 372/1200 

















Table 12. List of monoclonal antibodies reactive to Alexandrium 
Antigens Moab 
TNX 22 M22・1





OFX151 M1 51-1 






































































Fig. 18 Indirect immunof1uorescence of A. tamarense OK875-6 
(A・C)and A. tamarense CU・13(D-町labelledwith monoclonal 
antibody MT15-2. 
The cells reacted with antibody were observed with opt.ical 
microscope (A， D)， f1uorescence microscope (B. E)， or
f1uorescence microscope with ・550IF filter (C， F). Bar=20μm. 
第 2 節 符られた抗体と培養株との反応性
材料及び方法
前節で調製されたモノクローナル抗体の、 A/exandrium属名株に対する反応性













定した後、 2∞μgprotein/ mLとなるように20mMTris-HCl(pH8.0) bufferを用











PBSにより 2同洗浄した後、 Zymed社製Peroxidase Conjugated Goat 
anti-MouselgGまたはIgMを2%BSAを含むPBSで10ω倍に希釈した液を各ウェル












基質液を含む 5m L Tris-HCl(pH 8.0) buffer(85 mM Diaminobenzidine tetrachloride， 




使用したフローサイトメーターは、 Coulter干上製EPICSELITE Flow Cytometerで
ある。本機は、ストリーム中に試料を流しこれにレーザーを照射して、試料よ
り発せられる蛍光および散乱光をフォトマルチプライヤーにより検出・測定す







































Table 13. Reactivity spectra of 7 monoclonal antibodies to several strains of 
Alexandrium by an indirect immunofluorescence method 
Strains 
Reactivity 
















































































































































+++ positive cel ratio 80・100%; ++ SO-80% ; + 30・50%;:t 10-30%; -0% 
54 55 
Table 14. Reactivity spectra of 7 monoclonal antlboches to several strains of 






OFX151 +++ ++ +++ ++ ++ 
BGT1 ++ ++ ++ + +++ 
PW06 ++ +++ +++ + +++ 
GTLl21 ++ ++ +++ + ++ 
GTCA29 ++ +++ +++ ++ +++ 
PEl V ++ ++ ++ ++ ++ 
CU-13 + +++ 
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+++ posltlve cel ratlo 80・100%;++ 50・80%;+ 30・50%;土10・30%;ー0%.
勉?ヰ米汚より分離され形態学的にA.tamarenseと分頬されているOK875-1株より
作られた抗体M875トl は、田辺湾産 7株，大先行渡汚~t1株，瀬戸内海産 3 株の
A. cateneJa.1t14抹とは(ト30%と弱い反応性を不したが、形態学的にA.臼marense
と分史(lされている噴火汚産，越喜来湾産，大船渡汚株 14株およびアメリカ産
A. cater】eJa株， A. fundyense株さらにA.tamarense 2株に50・80%と高い反応性を示
した。さらに、ノド抗体は日本産A.tamarenseWKS・1株とスペイン.imA.t3marense 











ても 30・50(}らの反応.~F.を示しが、抗体M151 ・ 1 と M102・3 はいずれもタイ産 2 株に
はほとんと争反応性を示さなかった口さらにELISA法を用いて抗体M22・1の、先
Antigen concentration (100μ9 protein/ml) 
Fig.19羽lerelative reactivitics of two monoclonal antibodics M8751・l
(A) and M22・1(B) to two strains of A catcnclla and two strains of A. 
tamarense by ELISA. 






























1 2 345 e 789唱o11 
o LtI-:-lf--lf--"lf，一二一一ニ O~.~ . > -Q 
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Antigen concentration (100，.g protein/ml) 
Fig.20 The relative reactivities of two monoclonal antil:x刈ies
M8751-1 (A) and MT15-2 (8) to five strains of A. tama，児 nseby
ELISA. 






Fig. 21 Crude protein band pallems of A. Lamaren$e and A. catenella separaled 
bySDS・PAGEwi山C∞mllMiestaining. Lane 1， A. catenella TNY7; lane 2， A. 
catenella OFX 1 02; lane 3， A. catenella TNX22; lane 4， A. t釘n釘"CIlseCU・13;
lane 5， A.ωmarense CU・15:lane 6，A.加 narenseWKS‘1;lane 7， A. Lamarense 
OFY 192; lane 8， A. tamarense OFX 151; lane 9， A. tamaren$e OK875-6: lane 10， 




















Fig. 22 Crude protein band pallems of 
scveral Alcxandrium sμcics scparaled by 
SDS-P八GEwilhC∞mωsie SlAlslsg. Lane 
1， A. insuelum; Iane 2， A. pseudogonyau加:




















Fig.23 Westem blot of SDS-extract from the cell 
Iysate of A. tamarense OFX 151 (A)， A. tamaJ官nse
CU-15 (8)加 dA.ωtenelaTNX22(C). 
These samples were stained wi山 M8751・1and 
perox idase-con jugatcdωcondary antibody. 
2. AJexandrium属6稜の株と各抗体との反応性
A. catenellaとA.Ulmarenseの各株に加えて、A.affine， A. cohorticuJa， A. 


















Table 1 S.Reactivity sp舵 traof 8 monoclonal anti凶diesto several strains of Alexandrium 
by an indirect immunofluorescence method 
Reactivity 
lωlates 
M87S1・1M22-1 M22・3M1 5 1・1M102・3MT1S・1MT1S・2MT15・4
A. tamarenseUFX1 5 1 +++ ++ ++ +++ ++ ++ 
A. catenelfa TNX22 土 ++ ++ ++ ++ ++ 
M T M T M T 
A. co，加代iculaCU-8 土 -++ - 土 + ++ ++ 
A. cof初代目ごulaCU・11 土 -++ - 士 ++司 ++ ++ 
A. cohorticula MMBS8811・1土 ++土土 ++土 +++ +++ 
A. insuetum 土 ++ 土 ++ ++ +++ 土
A. afjne ++ ++ 土 ++ ++ ++ 
A. pseudogonyaulax 
+++ positive cell ratio 80・100%; ++ 50-8仰も;+ 30-50%; :士10-300も;-0%
M; membrane， T;thecal plates 
またELISA法を用いて、 6種 7株に対する各抗体の反応性についての解析を
行った。 M875ト1は、日本産A.臼ma月nseにのみ反応し他株には反応性を示さな











Hete1iωhigma akashiwo NIES・5株と 8抗体との反応性についてTable16に示した。
いずれの抗体もAJexandrium属以外の株には全く反応性を示さなかったo
Table 16. Reactivity of 7 monoclonal antlbodies agalnst vanous specles by means of 
an Indlrect Immunofluorescence method 
Reactlvlty 
Specles 
M87S1・1M22-1 M22・3 M151・1M102・3 MT15・1MT15・2
A. catenella TNX22 土 ++ ++ ++ ++ 
A. tamarense OFX1 51 +++ ++ ++ +++ ++ ++ 
Pefldinlum cunnmgtonii 
PC・6
























Table 17. Evaluatlon of a countlng technlqueωing a flow cy句metry
and a loss of cells of Alexandnum whlch were treated by an Indirect 
Immunofluoresωncemethod 
Before flxatlon After labelling 
Counting Countrng Countlng Countlng 
by by flow by by flow 
mlcroscopy cytometry 作'Icroscopy cyton可etry
Cell 
number 49824 50018 46999 46388 
(Standard (903.4) (719.7) (1607.5) (903.4) 




干均値は 19 1 )を、A.tamarense株には強い反応性(、Ii.均1(5 6 9)を示すこ
とが確認でき、本抗体を用いフローサイトメーターにより、両2栂を明確に品
別可能であったぐTable18)。
Table 18. Reactivity spectra of monoclonal antibody M8751 1 to vanous strams 
of Alexandrium catenella and A. tamarense by an Indlrect Immunofluorescence 




A. catenella TNYll 
A. catenella TNX12 
A. catenella TNX22 
A. catenella OFX072 
A. catenella OFY10l 
A. tamarense OFY045 
A. tamarense OFX 1 51 
A. tamarense OFX191 
A. tamarense OFY192 
A. tamarense AT631 
A. tamarense FK・788
*1 n・1000
















































た。 Scholinand Anderson (1993) も、 28SrONAをmいて得られた系統樹の中で
これらの株と円ノドpf!.A. tamarenseは同じプランチを形成することを明らかにして
いる。これらの事実を総合すると、 Balech(1985)の形態学的分類法幣に従って






































内海でその発生が報iりされているが(Fukuyoet aJ.， 1985)、}i'(-1: (内に前大な被;17を
今までのところもたらしていない。しかしながら、サロマ湖ではその亦抑!の発



















































































第 3 節 抗体の現場試料への応用
材料および )J 法
l、!MM段附の異なる細胞の調製
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Fig. 25 Aow cytomctric appcarancc of unJabclcd加 dlabclcd cclls of A. 
tMηarcnsc OFX151 cultured in SWIIm mcdium or stcrilizcd sca watcr. 
A; labclcd cells of A.lamarensc OFX151 culturcd in SWIIm mcdium， B; 
un1abc1cd cells ofOFX151 culturcd in SWlm mcdium， C; labclcd ccJJs of 
OFX 151 cultured in stcrilizcd sca water， D; 1abclcd cclls of OFX 151 
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Table 20. Reactivity o( 9 monoclonal antlbodles agalnst (Ield samples of A俗xandnumcollected 
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Fig. 26 F10w cytomctric appcaran∞of unlabclcd and labclcd cclls of A. 
Ul/TJarcnsc OFX 151 cultivatcd undcr 2.0∞lux or 8∞lux 
A; labclcd cells of A.lamarense OFX 151 cultivatcd undcr 2.000 lux， B; 
unlabclcd cclls of OFX 151 cultivatcd undcr 2.α)() lux， C; labclcd cclls of 
OFX 151 cultivated undcr 8∞lux， 0; unlabclcd cclls of OFX 151 
cultivatcd undcr 8∞lux. 
++ ++ 士+φ ++ ND. ++ 







































































































第 4 節 摘 ~ 
( 1) AJexandげum属の細胞J<_Ji・4の外j投銘板に反応する 10称のモノクローナル
抗体を凋製したo
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Summary and Conclusions 
Toxic dinoflagelIates A lexa ndri um cαtenellα， A. fundyense and A. 
tamarense which have potent neurotoxin， such as gonyautoxin or 
saxitoxin， cause the outbreak of paralytic sheIIfish poisoning (PSP) 
in the world. These organisms are identified on the basis of only 
their fine morphological features of their thecal plates. The 
morphological taxonomy of these organisms， however， remains 
controversial， because these features easily change depending on 
environmental conditions as well as the growth stages in a clonal 
cuIture. 
In order to resolve the taxonomic debate and define genetic 
markers useful for c1assifying these organisms， we analyzed 
nuclear-encoded ribosomal DNA， especially the internal transcribed 
spacer (ITS) regions containing the 5.8S rDNA gene， since the 
nucleotide sequences of ITSs are thought to be less conserved than 
those of the small and large rRNA genes. 
Here we describe the results of ITS sequence comparison in 
several species of Alexandrium and a possibility of the molecular 
identification of these species using these ITS sequences. 
Furthermore we tried to prepare monoclonal antibodies specific to 
cell surface antigens of Alexandrium， analyze the grouping of these 
species using these antibodies and compare the result of molecular 
identification by the DNA sequence comparison and by the 
monoclonal antibodies. Then these antibodies were applied to field 
samples which were coJ1ected from Japanese coastal waters. The 
results obtained in this study are described below: 
(1) The DNA extraction and purification method from cells of 
Alexandrium species was established . ITS and 5.8S rDNA regions in 
30 strains of seven species were amplified by a polymerase chain 
reaction (PCR) method using total DNA as a template. These 
products were analyzed by the restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) analysis. The RFLP analysis detected seven 
ITS-types among strains studied in this paper. Therefore， this result 
suggests that the 5.8S rDNA and flanking ITS regions provide useful 
taxonomic and genetic markers in A lexandri um species. 
(2) The phylogenetic tree of these species showed出atthere are 
seven divergent ITS-types among six species of Alexandrium in this 
80 
study. These ITS-types sometimes did not ag陀 ewith "morpho-
species"， for instance; an isolate of A. fundyense from the U.S.A. 
belongs to出esame branch as nine Japanese isolates of A. 
tamarense (A. tamarense type) except for a stain of A. tamarense 
WKS・1;a stain WKS-l from Kushimoto in Wakayama Prefecture or 
a strain CU-15(A. tamarense ) from Thailand forms different 
branches from branch of A. tamarense type; and A. tamarense CU・1
from Thailand belongs to the same branch as A. affine from Japan. 
ITS-types of other isolates corresponded with "morpho-species". 
(3) The analysis of these sequences also showed that the variation 
in the 3' end of ITSl region was low within species but extremely 
high at inter-species level. We， therefore， prepared f1uorescein-
conjugated DNA probes at this hypervariable region and analyzed 
the reactivity of these probes to various strains of Alexandrium 
using a f1uorescein in situ hybridization (FISH) method. The results 
showed that species specific signal was detected using these DNA 
probes. 
(4) Ten monoclonal antibodies specific to cell surface antigens of 
Alexandrium species were prepared. 
(5) The immunological grouping which was obtained by analyzing 
the reactivity of these antibodies to cultures of Alexandrium almost 
corresponded to the results of the molecular phylogenetic tree 
obtained by the DNA sequence comparison. 
(6) These antibodies could be applied to field samples containing 
the algae of genus Alexandrium from Japanese coastal waters. The 
reactivity of these antibodies to cells from field samples， however， 
seems to be a litle bit different from that to cells which are 
cultivated in our laboratory. We need to re-analyze reactivity of 
cells cultivated in a situation more similar to that of a field. 
From the resu1ts described above， we may conclude that it is 
possible to identify several species of Alexandrium by the 
comparison of their ITS and 5.8S rDNA regions. Furthermore， the 
DNA probes and antibodies will have high utility as general "tag" 
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